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(57) Abstract 



The invention relates to a method and a device for immobilizing macromolecules according to the generic part of claims 1 and 19, 
20, 21 and 22. The aim of the invention is to enable light induced, addressable immobilization of bio-macromolecules on extremely small 
surface elements. This is done by immobilizing macromolecules on a solid phase involving photoactivation of corresponding functional 
groups of the solid phase and coupling of reaction-capable groups of bio-macromolecules contained in a solution and the solid phase. The 
invention is characterized in that the immobilization reaction is photoactivated by miniaturizing the effect of the light on the surface of the 
solid phase, whereby addressable control of the effect of the light on the surface occurs according to a given model. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Immobilisierung von Makromolektllen gemaB den Oberbegriffen der 
Anspriiche 1 und 19, 20, 21 und 22. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, lichtinduzierte adressierbare Immobilisierungen von 
BiomakromolekUlen auf extrem kleinen Oberflachenelementen zu ermoglichen. Die Losung der Aufgabe erfolgt mit einer Immobilisierung 
von Makromolekulen an eine feste Phase durch Photoaktivierung entsprechender funktioneller Gruppen der festen Phase und Kopplung an 
reaktionsfahige Gruppen der in Losung befmdlichen BiomakromolekOle an die feste Phase, dadurch gekennzeichnet, dafi die Photoaktivierung 
der Immobilisierungsreaktion durch Miniaturisierung der Lichteinwirkung auf die Oberflache der festen Phase durchgefiihrt wird, wobei 
eine adressierbare Steuerung der Lichteinwirkung auf die Oberflache nach vorgegebenem Muster erfolgt. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Iromobilisierung von 

Makromolekiilen 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrich- 
tung zur Immobilisierung von Makromolekiilen gemaE den 
Oberbegrif f en der Anspriiche 1 und 19, 20, 21 und 22. 

Immobilisierungsverf ahren von Biomakromolekulen an fe- 
sten Phasen unter Ausnutzung von Lichtenergie zur Frei- 
setzung reaktiver f unktioneller Gruppen sind bekannt . 
So werden in der DE 34 35 744 Al Tragermaterialien zur 
Verwendung fur Immunbestimmungen beschrieben, die auf 
ihrer Oberflache kovalent gebundene photoaktivierbare 
Molekiile aufweisen. Zur Herstellung dieser Tragermate- 
rialien werden hier sogenannte heterobif unktionelle 
oder homobif unktionelle Verbindungen eingesetzt . Die 
auch als Briickenbildner bezeichneten Verbindungen sind 
mit einer f unktionellen Gruppe kovalent an der festen 
Phase gebunden, wahrend die zweite f unktionelle Gruppe 
durch Photoaktivierung mit entsprechenden Biomakromole- 
kulen gekoppelt werden kann. 

Als Tragermaterialien werden Kugeln, Mikrot i terplat ten 
oder Rohrchen aus Kunststoff verwendet . Kuns tstof f ober- 
flachen dieser Formkorper bzw. Behaltnisse werden mit 
den Bruckenbildnern wie zum Beispiel Lomant's Reagenz 
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II, N-Succinimidyl-6- (4' -azido-2' -nitrophenylamino) - 

hexanoat behandelt. Das Lomant ' s Reagenz II geht mit 
der Kunststof f oberf lache eine kovalente Bindung ein. 
Nach entsprechender Aktivierung kann die zweite funk- 
tionelle Gruppe mit, wie hier vorgesehen ist, Antige- 
nen, Allergenen oder Antikorpern reagieren. 
Die hier beschriebenen Trager eignen sich nicht zur mi- 
niaturisierten Immobilisierung von Biomakromolekiilen . 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, lichtindu- 
zierte adressierbare Immobilisierungen von Biomakromo- 
lekiilen auf extrem kleinen Oberf lachenelementen zu er- 
moglichen . 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den kennzeichnenden 
Merkmalen der Anspruche 1, 19, 20, 21 und 22. 

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspru- 
chen angegeben . 

Das erf indungsgemafie Verfahren ermoglicht Biomakromole- 
kule mit geeigneten f unktionellen Gruppen an einen fe- 
sten Trager auf kleinsten Oberf lachenelementen zu immo- 
bilisieren. Hierbei ist es aus Griinden des Erhaltes na- 
tiver Molekulstrukturen wichtig, da£ die Immobilisie- 
rungsreaktionen in fliissiger Phase stattfinden konnen . 

Mittels der erf indungsgemaS immobilisierten Biomakromo- 
lekule auf extrem kleinen Oberf lachenelementen 

(Nanobereich) ist die gleichzei tige Durchfiirhung einer 
groEen Zahl von Bioassays wie Immunoassays, Hybridisie- 
rungsassays oder Liegand-Rezeptor-Bindungsassays auf 
effektive Weise moglich. 
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In einer Weiterbildung der Erfindung erfolgt die Ener- 
giezufuhr fur die Photoakt ivierung der photoakt ivierba- 
ren f unkt ionellen Gruppen des Tragers mit Verfahren der 
Rastersonden- und optischen Nahf eldmikroskopie . Mit den 
5 damit erreichbaren lokalen Lichteinstrahlungen im Nah- 

feldbereich ist es moglich, durch die nun erreichbare 
direkte Adressierung der zu Molekiil immobil isierung vor> 
gesehene Bereiche der Oberflache der festen Phase ex- 
trem miniaturisierte Immobilisierungsbereiche zu schaf- 
10 fen. Mittels des erfindungsgemaEen Verfahrens ist es 

moglich, fur die immobilisierten Biomakromolekiile bis- 
her noch nicht erreichte Packungsdichten fur die dis- 
krete f lachenmateige Anordnung zu erreichen. 

15 Anhand von beispielhaf ten Zeichnungen wird die Erfin- 

dung naher erlautert, ohne sie darauf zu beschranken. 
Es zeigen 



Fig. 1 eine Vorrichtung zur Immobil isierung im 

20 Nahf eldbereich , 

Fig. 2 eine schematische Darstellung einer Ma- 

trize in Draufsicht, 
Fig. 3 eine schematische Darstellung einer Im- 

mobilisierungsvorrichtung , 
25 Fig. 4 eine schematische Darstellung einer 

Probenzuf uhr , 

Fig. 5 eine schematische Darstellung einer 

lichtinduzierten Immobil isierung unter 
Verwendung der Matrize gemaS Fig. 2, 
30 Fig. 6-9 eine schematische Darstellung der Her- 

stellung extrem miniaturisierter Ober- 
f lachenelemente . 
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In Fig. 1 ist eine Nahf eldl ichtquelle 6 auf einen Immo- 
bilisierungsbereich 9 gerichtet . Der Immobilisierungs- 
bereich 9 wird gebildet durch einen Lichtaustrit tskegel 
8, dessen AbmaSe wiederum durch eine Apertur 7 festge- 
legt ist. Die Nahf eldlichtquelle 6 befindet sich in ei~ 
ner fliissigen Phase 4, in der die zu immobilisierenden 
Biomakromolekule gelost enthalten sind. Auf einer fe- 
sten Phase 1 befindet sich eine photoakt ivierbare 
Schicht, deren photoakt ivierbare funktionelle Gruppen 3 
in die fliissige Phase 4 gerichtet sind. Nahf eldlicht- 
quelle 6, fliissige Phase 4 einschlieSlich der zu immo- 
bilisierende Biomakromolekule sowie die feste Phase l 
sind in eienr lichdurchlassigen, hier nicht dargestell- 
ten Durchf lugkiivette angeordnet . 

In Fig. 3 ist eine weitere Vorrichtung zur miniaturi- 
sierten Immobilisierung von Biomakromolekulen darge- 
stellt. Diese Vorrichtung besteht aus einer durchsich- 
tigen Platte 22, auf der auf an sich bekannte Weise ei- 
ne Schicht 23 mit photoakt ivierbaren f unkt ionellen 
Gruppen aufgebracht ist. Die durchsichtige Platte 22 
weist durchgehende hohle Kanale 24 auf . Auf der Schicht 
23 ist eine auf- und absetzbare Matrize 20 angeordnet. 
Diese Matrize 20, die in Fig. 2 in Draufsicht darge- 
stellt ist, weist durchgehende Hohlraume 21 auf. Das 
Anordnungsmuster der Hohlraume 21, der Matrize 20, der 
Kanale 24 und der Platte 22 sind identisch. Der Durch- 
messer der Kanale 24 ist sehr viel kleiner als der 
Durchmesser der Hohlraume 21. Zur Herstellung der Ma- 
trize 20 werden in ein Siliciumsubstrat der Dicke 400- 
500 (am mit Hilfe eines At zverf ahrens die durchgehenden 
Hohlraume 21 eingebracht . In die Hohlraume 21 werden 
mit Hilfe eines Uberdruckes die gelosten zu immobili- 
sierenden Biomakromolekule programmiert eingefullt. Das 
Einfullen der Losung 26 erfolgt iiber eine Kaniile 25. 
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Durch Anwendung des Uberdruckes wird beim Einfiillen die 
Luft aus den Hohlraumen 21 durch die Kanale 2 4 heraus- 
gedruckt . Von der unteren Seite der lichtdurchlassigen 
Platte 22 erfolgt die Bestrahlung mit Licht bestimmter 
Wellenlange und bestimmter Intensitat. Die dadurch ak- 
tivierten f unktionellen Gruppen der Schicht 23 reagie- 
ren mit entsprechenden f unktionellen Gruppen der sich 
in der Losung 2 6 befindlichen Biomakromolekiilen . Danach 
wird die Matrize 20 von oben mit einer Glasplatte be- 
deckt und umgekippt . Die Platte 22 mit den darauf immo- 
bilisierten Biomakromolekiilen 27 wie in Fig. 5 darge- 
stellt, wird von der Matrize 20 abgehoben . Eine weitere 
beschichtete Platte 22 mit durchgehenden Kanalen 24 
wird auf die Matrize 20 aufgesetzt, umgedreht und wei- 
tere Losung 2 6 von Biomakromolekiilen 2 7 wird in die 
durchgehenden Hohlraume 21 gegeben . Die Immobilisierung 
wird auf einer neuen Platte 22 wiederholt . 

In den Figuren 6 bis 9 ist der schematische Ablauf der 
Herstellung sehr kleiner dreidimmensioanler Elemente 
dargestellt. Auf einem Glassubstrat 11 wird ein Photo- 
resist 12 auf gebracht . Auf dem Photoresist 12 wird an- 
schlieSend eine Siliciumschicht 13 mit bestimmter Dicke 
aufgedampft. Auf die Siliciumschicht 13 wiederum wird 
ein zweiter Photoresist 14 aufgetragen. Durch eine Mas- 
ke 15 mit vorgegebenem Muster und mit bestimmter Auflo- 
sung wird der Photoresist 14 belichtet. Alternativ kann 
dieses Muster auch mittels eines Elektronenstrahles 16 
erzeugt werden . Nach dem Abspiilen des Photoresist 14 
entsteht auf der Oberflache der Siliciumschicht 13 das 
entsprechende Muster gemaE, Fig. 8. Die Oberflache wird 
nun geatzt, zum Beispiel durch Plasmaat zung . Geatzt 
werden die Zwischenraume 17 bis zum Photoresist 12. 
Hierbei entstehen dreidimensionale Siliciumf ormkorper , 
die nach Beschichtung mit homo- bzw . heterobif unkt io- 
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nellen Verbindungen fur Immob i 1 i s i e rungreak t ion vorbe- 
reitet werden konnen . Die auf diese Weise herges tell ten 
Oberf lachenelemente 18 sind von extremer Kleinheit. Sie 
lassen sich durch Losen des Photoresist 12 vom Glas- 
substrat 11 entfernen. Immobilisierungen konnen vor dem 
Ablosen erfolgen. Sie konnen auch anschlieSend durchge- 
fuhrt werden, nachdem die vereinzelten Oberf lachenele- 
mente 18 zu neuen adressierbaren Strukturen zusammenge- 
setzt worden sind. 
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Bezugszeichenliste 

16 Lichtstrahlung 



1 feste Phase 



2 photoaktivierbare 
Schicht 



4 fliissige Phase 

5 Fliissig/Gas - Phasengrenze 

6 Nahf eldlichtquelle 

7 Apertur 

8 Lichtaustrittskugel 

9 Immobilisierungsbereich 

10 Gasphase 

11 Glassubstrat 

12 Photoresist 

13 Siliciumschicht 

14 Photoresist 



17 Zwischenraume 

18 Oberf lachenelement 



3 photoaktivierbare funk- 19 
tionelle Gruppen 



20 Matrize 

21 Hohlraume 

22 Platte 

23 Schicht 
2 4 Kanal 

2 5 Kanule 
2 6 Losung 

2 7 Biomakromolekule 



15 Maske 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Immobilisierung von Makromolekulen an 
einer festen Phase durch Photoakt ivierung entspre- 
chender f unktioneller Gruppen der festen Phase und 
Kopplung an reakt ionsf ahige Gruppen der in Losung 
befindlichen Biomakromolekule an die feste Phase, 

dadurch gekennzeichnet, daE 

die Photoaktivierung der Immobil isierungsreaktion 
durch Miniaturisierung der Lichteinwirkung auf die 
Oberflache der festen Phase durchgefiihrt wird, wo- 
bei eine adressierbare Steuerung der Lichteinwir- 
kung auf die Oberflache nach vorgegebenem Muster 
erf olgt . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

die Miniaturisierung der Lichteinwirkung durch Mi- 
niaturisierung der Einwirkf lache der Licht strahlung 
erf olgt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Lichteinwirkung ortlich und/oder zeitlich ver- 
setzt durchgefiihrt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS 
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die Lichteinwirkung mittels einer Nahf eldlichtquel - 
le im Nahf eldbereich erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

als Nahf eldl ichtquelle an sich bekannte spitze 
lichtemittierende Sonden eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

Sonden aus Quarzglas verwendet werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Sondenspitzen im Nahf eldbereich angeordnet wer- 
den . 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 , 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die feste Phase mittels der Z-Bewegung eines Scan- 
ners im konstanten Abstand zur Sondenspitze gehal- 
ten wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

mittels der X-Y-Bewegung des Scanners adressierbare 
Immobilisierungsbereiche erzeugt werden . 
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10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

die Miniaturisierung der Einwirkf lache der Licht- 
strahlung auf der Oberflache der festen Phase durch 
Anwendung von Matrizen (20) erf olgt . 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Miniaturisierung der Einwirkf lache der Licht- 
strahlung durch Herstellung extrem kleiner Oberfla- 
cheneiemente (19) einer festen Phase erf olgt, die 
getrennt und adressierbar neu zusammengesetz t wer- 
den, wobei die Belichtung vor der Trennung und/oder 
danach erf olgt . 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

als Lichtstrahlung monochromat isches Licht einge- 
setzt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche l bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

als Lichtstrahlung UV-Licht eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

als Lichtstrahlung monochromat isches Licht mit ei- 
ner Wellenlange zwischen 100 und 500 nm eingesetzt 
wird . 
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15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

als feste Phase Substrate wie Glimmer, Glimmer mit 
Goldschicht, weitere Goldoberf lachen , Siliciumwa- 
fer, Glasoberf lachen oder Polymeroberf lachen ver- 
wendet werden, die chemisch und/oder adsorptiv ge- 
bundene Molekule mit photoakt ivierbaren funktionel- 
len Gruppen aufweisen. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

zur Kopplung photoaktivierbarer funtioneller Grup- 
pen an die feste Phase bif unktionelle Molekule ein- 
gesetzt werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 1 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

zwischen den ortlich und/oder zeitlich versetzten 
Lichteinwirkungen zur Immobilisierung von Biomakro- 
molekiilen weitere Bindungsreaktionen von Biomakro- 
molekulen unter Zwischenschal tung von Waschschrit- 
ten durchgefiihrt werden. 

18 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9 und 12 
bis 17, 

dadurch gekennzeichnet, da£ 

als Nahf eldlichtquelle ein optisches Nahf eldmikro- 
skop eingesetzt wird. 
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19. Vorrichtung zur Immobilisierung von Makromolekiilen 
auf sehr kleine Oberf lachenelemente einer festen 
Phase, bestehend aus einer Nahf eldlichtquelle (6), 
deren Lichtaustrittsof f nung (7) im Nahf eldbereich 

5 (8) einer festen Phase (1) angeordnet ist, die auf 

einen Scanner dreidimensional bewegbar gelagert 
ist, wobei Nahf eldlichtquelle (6) und feste Phase 
(1) in einer lichundurchlassigen Durchf lu£kiivette 
angeordnet sind . 

10 

20. Vorrichtung zur Immobilisierung von Makromolekiilen 
auf sehr kleinen Oberf lachenelementen einer festen 
Phase , 

15 bestehend aus einer Kombination einer lichtdurch- 

lassigen Platte (22) mit durchgehenden Kanalen 
(24) , die auf einer Oberf lache eine Beschichtung 
mit photoaktivierbaren f unktionellen Gruppen (23) 
aufweist und einer Matrize (20) mit durchgehenden 

20 Hohlraumen (21) , wobei je ein durchgehender Kanal 

(24) je einem durchgehenden Hohlraum (21) zugeord- 
net ist. 



25 21. Trager fur eine photoakt ivierbare Immobilisierung 

von Biomakromolekulen, 

bestehend aus mindestens zwei, extrem miniaturi- 
sierten, adressierbaren Bereichen lichtreduziert 
immobilisierter Molekule . 

30 

22. Verwendung des Tragers gemafi Anspruch 21 fiir die 
Durchf iihrung von Immunoassays oder Hybridisierungs 
reakt ionen . 
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(57) Abstract 



The invention relates to a method and a device for immobilizing macromolecules according to the generic part of claims 1 and 19, 
20, 21 and 22. The aim of the invention is to enable light induced, addressable immobilization of bio-macromolecules on extremely small 
surface elements. This is done by immobilizing macromolecules on a solid phase involving photoactivation of corresponding functional 
groups of the solid phase and coupling of reaction-capable groups of bio-macromolecules contained in a solution and the solid phase. The 
invention is characterized in that the immobilization reaction is photoactivated by miniaturizing the effect of the light on the surface of the 
solid phase, whereby addressable control of the effect of the light on the surface occurs according to a given model. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Immobilisierung von Makromolekulen gemafi den Oberbegriffen der 
Anspriiche 1 und 19, 20, 21 und 22. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, lichtinduzierte adressierbare Immobilisierungen von 
Biomakromolekulen auf extrem kleinen Oberflachenelementen zu ermoglichen. Die Losung der Aufgabe erfolgt mit einer Immobilisierung 
von Makromolekulen an eine feste Phase durch Photoaktivierung entsprechender funktioneller Gruppen der festen Phase und Kopplung an 
reaktionsfahige Gruppen der in Losung befindlichen Biomakromolekiile an die feste Phase, dadurch gekennzeichnet, daB die Photoaktivierung 
der Immobilisierungsreaktion durch Miniaturisierung der Lichteinwirkung auf die Oberflache der festen Phase durchgefuhrt wird, wobei 
eine adressierbare Steuerung der Lichteinwirkung auf die Oberflache nach vorgegebenem Muster erfolgt. 
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